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Patentantrag 

Verfahren zur Gewinnung und Anwendung eines neuen osteoanabolen Faktors aus 
Hamofiltrat, HF-Chondroosteomodulin, fur die Behandlung von Knochen- und 
Knorpelerkrankungen mit spezieller Beriicksichtigung der Osteoporose und Arthrose, 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung eines neuen Stoffes in reiner oder partiell 
aufgereinigter Form aus Korperfliissigkeiten und Geweben, die die Fahigkeit besitzen, 
Knochenzellen (Osteoblasten und Osteoklasten) und Knorpelzellen in ihrer Funktion zu 
beeinflussen. Diese Stoffe sind dadurch gekennzeichnet, daB sie aus der Korperflussigkeit 
menschliches Blutfiltrat (HF) gewonnen werden konnen. Der Stoff ist als HF- 
Chondroosteomodulin bezeichnet und kann zum Zwecke der medizinischen und gewerblichen 
Verwendung als Medikament zur Behandlung von Knochen- und Knorpelerkrankungen benutzt 
werden. 

\l|MZur Analyse von Stoffen aus Peptidbanken wurde ein Bioassay entwickelt, der an transfizierten 
CHO-Zellen eine Aktivierung der Signaltransduktion zeigt Uberraschenderweise wurden im 
Blutfiltrat aktivierende Substanzen gefunden, die in Zellkulturen von GORI-28-Rezeptoren 
transfizierter Zellen in der intrazellularen Ca ++ -Aktivierung beeinflussen. Dieser Rezeptor ist 
funktionell auf osteogenen Zellen aktiv. Die Beeinflussung wurde u.a. gemessen aufgrund der 
Stimulierung von intrazellularer Ca ++ -Aktivierung von Zellen, die auf der Membranoberflache 
den GORJ-28-Rezeptor tragen. Mit Hilfe dieses Testes konnte aus Peptidlibraries, die uns zur 
Verfugung stehen, uberraschenderweise eine Substanz identifiziert werden, die in der HF- 
Peptidbank (menschliches Blutfiltrat) charakteristische Elutionsprofile in den Chromatographie- 
aufreinigungen zeigt. Die Substanz wurde isoliert und durch massenspektrometrische, 
einschlagige Analysen als molekulare Einheit identifiziert. Es handelt sich urn eine zirkulierende 
>Form des bereits aus Klonierung gefundenen TIG2 (Tazarotene-induced responder protein 2; 
Nagpal S. et al. (1997) J. Invest. Dermatol., 109: 91-95). Die vorliegende Erfindung betrifft somit 
einen neuen osteochondroaktiven Faktor, das HF-Chondroosteomodulin, mit den folgenden 
molekularen Eigenschaften: 

(1) Molekulargewicht des Precursors (aus Gendaten): 18617 Da 

(2) Molekulargewicht des gefundenen Proteins: 15571 Da 

(3) Chromatographisches Verhalten: siehe Beispiele 
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Beispiele 



Beispiel 1 

Die Isolierung von HF-Chondroosteomodulin aus 10.000 Liter menschlichem Blutfiltrat wurde 
nach folgendem Beispiel vorgenommen: 



Isolierung von Hamostin aus Hamofiltrat: Reinigungsstrategie 

Kollektion von 10.000 L-Batch menschlichen Hamofiltrats 

Kationen-Austauscher-Chromatographie (Eluat) 

RP-Amberlite-Chromatographie (Stufenelution) 

Bakerbon RP C18-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 

RP^Biotek C4-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 

RP Vydac C18-SauIenchromatographie (Gradientenelution) 

RP-Phenomenex C5-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 

Poly Hydroxyethyl HILIC-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 

RP-Reprosil C18-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 



1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 



Schritt 
Schritt 
Schritt 
Schritt 
Schritt 
Schritt 
Schritt 
Schritt 



Hohe Reinheit erreicht 




Aus 10.000 Liter Hamofiltrat wurde die Substanz zur hohen Reinheit aufgetrennt. HF- 
Chondroosteomodulin zeigt die chromatographischen, massenspektrometrischen und 
molekularen Eigenschaften wie in Beispiel 2 gezeigt. 
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Beispiel 2 

2.0-1 j-15000 
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Abbildung 2 

Schritt 7 der chromatographischen Reinigung von HF-Chondroosteomodulin. 
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Abbildung 3 

Dosis-Wirkungs-Korrelation. Aufgetragen ist die Veranderung der Fluoreszenz gegen das 
eingesetzte Volumen von Fraktion 30 des 8. Aufreinigungsschrittes (siehe Beispiel 1). 



Dose response curve 
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Abbildung 4 

Dosis-Wirkungs-Kurve. Aufgetragen ist die Veranderung der Fluoreszenz gegen das eingesetzte 
Volumen von Fraktion 30 des 8. Aufreinigungsschrittes (siehe Beispiel 1). 

Aminosauren-Sequenz des prozessierten Proteins aus 134 Aminosauren mit dem Molekular- 
gewicht 15571 Da: 

ELTEAQRRGLQVALEEFHKHPPVQWAFQETSVESAVDTPFPAGIFVRLEFKLQQTSCR 
KRDWKKPECKVRPNGRKRKCLACIKLGSEDKVLGRLVHCPIETQVLREAEEHQETQCL 

RVQRAGEDPHSFYFPGQF 



Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dafi im menschlichen Blutfiltrat eine zirkulierende 
Substanz vorkommt, die isoliert und charakterisiert werden konnte. Sie ubt eine 
osteochondroanabole Wirkung aus. 
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HF-Chondroosteomodulin als Fragment von TIG2 sowie seine naturlichen und 
pharmakologisch vertraglichen Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, phosphorylierte 
und glycosylierte Derivate. 

HF-Chondroosteomodulin und dessen Rezeptor GORI-28 als Ligand-Rezeptor-System zum 
Screening von Substanzen aus Peptidiibraries oder anderer Stoffbanken und Verwendung als 
Drug Target. 

Verfahren zur Herstellung von HF-Chondroosteomodulin oder seiner Derivate nach Anspruch 
1 dadurch gekennzeichnet, daB es uber Zellkulturen hergestellt und chromatographisch 
gereinigt wird. . 

Verfahren zur Herstellung von HF-Chondroosteomodulin oder seiner Derivate nach Anspruch 
1 dadurch gekennzeichnet, daB man es aus menschlichem Blut uber ubliche 
Chromatographie-Verfahren in bekannter Weise isoliert. 

Verfahren zur Herstellung von HF-Chondroosteomodulin oder seiner Derivate nach Anspruch 
1 dadurch gekennzeichnet, daB man Hamostin und Gastrostin durch die ublichen Verfahren 
der chemischen oder biotechnologischen Synthese herstellt und es mit den gangigen 
Chromatographie-Verfahren reinigt. 

Arzneimittel enthaltend das humane, zirkulierende Peptid nach Anspruch 1, das HF- 
Chondroosteomodulin als aktiven Wirkstoff neben ublichen Hilfs- und Zusatzstoffen. 

Verwendung von HF-Chondroosteomodulin sowie seiner naturlichen und pharmakologisch 
vertraglichen Derivate nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Erkrankungen der Nebenschilddruse, insbesondere bei deren Unterfunktion 
(Hypoparathyreodismus). 



8. Verwendung von HF-Chondroosteomodulin sowie seiner natiirlichen und pharmakologisch 
vertraglichen Derivate nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von degenerativen Knochenerkrankungen, insbesondere der Osteoporose. 

9. Verwendung von HF-Chondroosteomodulin sowie seiner natiirlichen und pharmakologisch 
vertraglichen Derivate nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Knochenfrakturen in der Heilungsphase, zur Behandlung von Knorpelerkrankungen, 
Bindegewebserkrankungen, Rheuma und Arthrose. 

10. Verwendung von HF-Chondroosteomodulin sowie seiner natiirlichen und pharmakologisch 
vertraglichen Derivate nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 

* von Erkrankungen des Immunsystems. 

1 1 . Verwendung von HF-Chondroosteomodulin sowie seiner natiirlichen und pharmakologisch 
vertraglichen Derivate nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Erkrankungen, die mit der Migrationsbeeinflussung von Stammzellen therapiert werden, 
u.a. die Chemotherapie. 

12. Verwendung von HF-Chondroosteomodulin sowie seiner natiirlichen und pharmakologisch 
vertraglichen Derivate nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Nierenerkrankungen, die mit Storungen der Elektrolytausscheidung einhergehen, 

\ insbesondere bei der akuten Niereninsuffizienz sowie Phosphat- und 
Calciumausscheidungsstorungen. 

13. Verwendung von HF-Chondroosteomodulin sowie seiner natiirlichen und pharmakologisch 
vertraglichen Derivate nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Diagnose von 
Erkrankungen, insbesondere nach irgendeinem der Anspruche 6 - 13, in dem spezifische 
Antikorper gegen das synthetische Molekul hergestellt werden und die Blutkonzentration von 
HF-Chondroosteomodulin iiber Immuntests oder iiber quantitative Massenspektrometrie 
gemessen wird. 
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14. Verwendung von HF-Chondroosteomodulin sowie % seiner natiirUchen und pharmakologisch 
vertraglichen Derivate nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels in verschiedenen 
galenischen Applikationsformen, insbesondere als Lyophilisat. 

15. Verwendung nach Anspruch 15, wobei die galenische Applikationsform, insbesondere die 
lyophilisierte, mit Mannit aufgenommene Form in sterilen Ampullen zur Auflosung in 
physiologischer Kochsalzlosung und/oder Infusionslosungen zur wiedefholten Einzelinjektion 
und/oder Dauerinfusion in Mengen von 300 Mikrogramm bis 30 Milligramm reines HF- 
Chondroosteomodulin pro Therapie-Einheit enthalt. 

Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine neue Substanz aus dem Organismus vom Menschen sowie deren 
naturliche Funktion, eine Wirkung auf Knochenzellen wie Osteoblasten, Osteoklasten und 
Chondrozyten darstellt. Die mit ihren chemischen Analoga und biologischen Derivaten 
vergleichbaren Substanzen werden zum Zwecke der therapeutischen, diagnostischen und 
gewerblichen Verwendung als Arzneimittel benutzt, nachdem sie in ihrer Struktur aufgeklart 
wurden. Die Substanzen konnen mittels chemischer oder rekombinanter Synthese sowie aus 
Vorlaufermolekulen durch chemische Prozesse verfahrensmaBig hergestellt werden und in 
hochreiner Form galenisch aufbereitet zur Verwendung als Arzneimittel bereitgestellt werden. 
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